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Poliketidi i neribosomski sintetizirani peptidi su vrlo vaÞne kemijske supstancije za farmaceutsku
industriju i agroindustriju. Njihov biosintetski put obuhvaæa spajanje jednostavnih graðevnih jedi-
nica u sloÞene kemijske strukture katalitièkim djelovanjem enzimskih kompleksa poliketid-sinta-
za ili sintetaza neribosomskih peptida. U posljednjem desetljeæu u znanstvenoj javnosti postoji
osobito zanimanje za oblikovanje novih supstancija u proizvodnji novih lijekova manipulacijom
genskih nakupina tih enzimskih kompleksa u uvjetima in vitro, postupcima kombinatorne bio-
sinteze. Meðutim, znaèajna je prepreka napretku na tom podruèju što veæina promjena u uvjeti-
ma in vitro ne dovodi do sinteze produkta ili su mu prinosi vrlo mali. Jedno od moguæih rješenja
toga problema bilo bi oblikovanje novih genskih nakupina homolognom rekombinacijom u uv-
jetima in vivo jer bi se tako omoguæilo spajanje identiènih sekvencija i smanjile poteškoæe zbog
pojave nefunkcionalnih èvorišta te opæe nedovoljne identiènosti razlièitih modula. Osim toga,
homolognom bi se rekombinacijom poveæala uèestalost rekombinacije te potaknula kombinator-
na raznolikost rekombinanata. U tijeku je razvoj integralnih raèunalnih programskih paketa,
CompGen i ClustScan, za modeliranje tih procesa u uvjetima in silico. Okosnica je programskog
paketa CompGen specifièno strukturirana baza podataka koja povezuje biosintetski put sinteze
sa sekvencijama DNA genskih nakupina. Povezanost sekvencija DNA s biosintetskim putem
omoguæuje njezinu povezanost sa strukturom produkta. Jedna je od funkcija raèunalnoga pro-
gramskog paketa, temeljena na toj povezanosti, sposobnost oblikovanja virtualnih rekombinana-
ta izmeðu genskih nakupina. To se obavlja pomoæu modela rekombinacije da bi se in silico
predvidjele sekvencije DNA u kojima dolazi do homologne rekombinacije. CompGen iz tih po-
dataka predviða kemijsku strukturu nove supstancije i sprema je u bazu podataka virtualnih
kemijskih struktura radi daljnjega molekulskog modeliranja. Raèunalni programski paket omogu-
æuje i analizu tzv. ‘obrnutom genetikom’. Naime, ako se pretpostavi poÞeljna kemijska struktura,
program moÞe predvidjeti kako bi trebala izgledati genska nakupina poliketid-sintazâ ili sintetaza
neribosomskih peptida, koja bi sintetizirala takvu strukturu na temelju graðevnih jedinica genskih
nakupina u bazi podataka. U cjelini, CompGen æe omoguæiti oblikovanje baze podataka novih
prirodnih kemijskih entiteta u uvjetima in silico, koja se zatim moÞe upotrijebiti za istraÞivanja na
podruèju tehnologije raèunalnoga dizajna novih lijekova. Drugi æe integralni generièki raèunalni
programski paket, ClustScan, moæi prepoznati i anotirati nove genske nakupine iz sekvencija
cjelovitih mikrobnih genoma ili genskih nakupina u metagenomima mikroorganizama koji Þive u
tlu ili u simbiozi s morskim organizmima.
Kljuène rijeèi: Poliketidi i neribosomski sintetizirani peptidi, modularne genske nakupine PKS i
NRPS, rekombinacija, baza podataka, raèunalni programski paket
Uvod: biološke i kemijske osnove
Mikroorganizmi i biljke sintetiziraju velik broj razlièitih me-
tabolita koji se proizvoljno mogu podijeliti na takozvane
primarne i sekundarne metabolite. Primarni su metaboliti
prijeko potrebni za njihov rast i razmnoÞavanje, dok su
sekundarni metaboliti bitni za preÞivljavanje u prirodnim
staništima.1,2 S obzirom na strukturalni potencijal biološke
raznolikosti, mikroorganizmi koji sintetiziraju najveæi broj
sekundarnih metabolita, od kojih su mnogi biološki aktivni,
pripadaju bakterijama roda Streptomyces i srodnih rodova.
Ilustracije radi, od otprilike dvadeset tisuæa antibiotièki ak-
tivnih supstancija, izoliranih od bakterija do sisavaca, strep-
tomicete sintetiziraju gotovo 40 %. Štoviše, vrste roda Strep-
tomyces proizvode 75 % svih klinièki vaÞnih antibiotika.3
Nedavno su Watve i sur. pokušali matematièki prosuditi
broj antibiotika koje ove bakterije mogu sintetizirati. Njihov
je model pokazao da je taj broj oko 100 000,4 od kojih je
manje od 10 % do sada otkriveno. Svaka pojedina vrsta ro-
da Streptomyces moÞe sintetizirati više od jednog sekundar-
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nog metabolita. Tako, na primjer, bakterija S. coelicolor
sintetizira najmanje èetiri antibiotika: aktinorodin, undecil-
prodigiosin, metilenomicin i lipopeptidni antibiotik CDA.
Štoviše, sekvenciranje je genomskih DNA bakterija S. coeli-
color, S. avermitilis i Saccharopolyspora erythraea pokazalo
da svaka od tih bakterija sadrÞava 18, 35 i 25 genskih naku-
pina za biosintezu sekundarnih metabolita.5,6,7
Ti sekundarni metaboliti nisu samo osebujni u njihovim pri-
rodnim staništima veæ i za zdravlje ljudi (što je u suprotnosti
s njihovim nazivom koji upuæuje na “sekundarno zna-
èenje”), jer gotovo 50 % najvaÞnijih lijekova, koji se danas
klinièki primjenjuju kao ljekovite supstancije, sadrÞavaju
prirodne spojeve, katkad izmijenjene polusintetskim ili sin-
tetskim postupcima.1 Osim antibiotika, fungicida, antivirus-
nih sredstava i citostatika, u klinièkoj se primjeni nalaze i
imunosupresori, antihipertenzivna sredstva, antidijabetici,
antimalarici te antikolesterolemici.8,9 Komercijalno su vaÞni
i proizvodi za agroindustriju, kao što su antiparazitici, kokci-
diostatici, Þivotinjski promotori rasta i prirodni insekticidi.
Meðu sekundarnim metabolitima poliketidi su najveæa sku-
pina. Svoje su ime dobili po keto-skupinama koje nakon
sinteze zaostaju u molekuli. S gledišta kemije poliketidi su
strukturno vrlo heterogena skupina prirodnih spojeva. Mo-
Þe ih se proizvoljno podijeliti u dvije skupine. Prva su skupi-
na aromatski ili jednostavni poliketidi, koji mogu sadrÞavati
od jednog do èetiri aromatska prstena. Njihova se struktura,
meðutim, ne moÞe predvidjeti iz sekvencije DNA gena koji
sadrÞavaju genetièku uputu za njihovu biosintezu. Druga su
skupina sloÞeni poliketidi, koji se dalje dijele na makrolide i
ansamicine, s laktonskim i laktamskim prstenovima, te na
poliene i polietere. Unatoè strukturnoj raznolikosti, poli-
ketidi se sintetiziraju pomoæu enzimskih kompleksa nazva-
nih poliketid-sintaze (PKS) (slika 1), biosintetskim putem
sliènim biosintezi masnih kiselina. Rast poliketidnog uglji-
kova lanca zapoèinje kondenzacijom poèetne graðevne
jedinice s prvom produÞnom graðevnom jedinicom, i tako
dalje sve do kraja sinteze poliketidnoga lanca. Graðevne se
jedinice u stanicama bakterija nalaze u obliku tioestera ko-
enzima A. Najèešæe poèetne i produÞne graðevne jedinice
su acetil i malonil, ali se u tu svrhu mogu upotrijebiti i ostaci
drugih organskih kiselina, kao što su to metilmalonil, etilma-
lonil, propionil, butiril, 2-metilbutiril i neke druge. Kao pro-
duÞne se graðevne jedinice mogu upotrijebiti samo oni
ostaci organskih kiselina koji nakon vezivanja na koenzim A
imaju slobodnu karboksilnu skupinu. Nasuprot tome, po-
èetne graðevne jedinice ne moraju zadovoljavati taj uvjet i
kemijski mogu biti vrlo razlièite.9
Mikroorganizmi sintetiziraju poliketidne supstancije pomo-
æu razlièitih tipova enzima PKS. U bakterija su to multi-
modularne PKS tipa I, ponavljajuæe PKS tipa II i monomo-
dularne ponavljajuæe PKS tipa III.10,11,12 Plijesni poliketide
sintetiziraju pomoæu monomodularnih ponavljajuæih PKS
tipa I i monomodularnih ponavljajuæih PKS tipa III.13,14
Sekvenciranje genskih nakupina ponavljajuæih PKS tipa II,
kao što je to PKS aromatskoga poliketidnog antibiotika akti-
norodina, upuæuje na postojanje tri do šest monofunkcio-
nalnih ili bifunkcionalnih proteina, èija se aktivna mjesta
ponovljeno upotrebljavaju tijekom prije-poliketidne sin-
teze poliketidnoga kostura. Sve su PKS tipa II vrlo sliène, pa
se kemijska struktura poliketida ne moÞe predvidjeti iz
strukturne organizacije gena PKS.9 Isto vrijedi i za monomo-
dularne ponavljajuæe PKS tipa I i tipa III.13,14 Zbog toga te
genske nakupine, to jest ti geni, neæe biti detaljno razmatra-
ni. Nasuprot tome, sekvenciranje je genskih nakupina PKS
tipa I, kao što je to PKS makrolidnog antibiotika eritromici-
na u bakterije Sacc. erythraea (slika 1; vidi9), pokazalo da su
to multifunkcionalni enzimi multimodularne organizacije.
Svaki je modul odgovoran za rast poliketidnog lanca za
jednu produÞnu graðevnu jedinicu, a moÞe sadrÞavati i do-
mene potrebne za redukciju -ugljika. Moduli su najèešæe
rasporeðeni na nekoliko polipeptida, od kojih svaki sadrÞa-
va više od jednog modula. Unutar modula PKS genskih na-
kupina nalazi se niz domena koje provode razlièite stup-
njeve procesa biosinteze. Tako na primjer acil-transferaze
(AT) dovode graðevne jedinice na male polipeptide nosaèe
acila (ACP). Keto-sintaze (KS) prenose rastuæe poliketidne
lance do nove graðevne jedinice i provode kondenzacije.
Prema tome, osnovni moduli sadrÞavaju samo domene
KS-AT-ACP i ugraðuju keto-skupine u poliketidne lance.
Meðutim, veæina modula sadrÞava i druge domene potreb-
ne za redukciju keto-skupina. Ako postoje keto-reduktaze
(KR), keto-skupine se reduciraju u hidroksilne-skupine. Ako
uz KR postoje i dehidrogenaze (DH), hidroksilne æe skupine
biti reducirane u alkene. Prisutnost æe enoil-reduktaza (ER),
uz KR i DH domene, reducirati alkene u alkane. Postoji,
dakle, neposredna veza izmeðu sekvencija DNA tih gen-
skih nakupina, njihovih proteinskih produkata, modula i
katalitièki aktivnih domena sa strukturom njihovih poli-
ketidnih produkata. Zbog toga se kemijska struktura poli-
ketidnoga produkta moÞe predvidjeti iz sekvencije DNA
gena PKS. Posljednji, šesti modul PKS eritromicina završava
domenom tioesteraza (TE) odgovornom za odvajanje poli-
ketidnog ugljikova lanca od PKS i ciklizaciju, pri èemu nas-
taje poliketidni aglikon 6-deoksieritronolid B. Nakon toga,
takozvani post-poliketidni enzimi, kao što su hidroksilaze i
glikozilaze, sudjeluju u sintezi makrolidnog antibiotika eri-
tromicina A.9
Neribosomski sintetizirani peptidi su, osim poliketida, dru-
ga velika skupina sekundarnih metabolita. Meðu neriboso-
mskim peptidima takoðer se nalaze poznati antibiotici (npr.
tripeptid ACV, preteèa penicilina), fungicidi (npr. fengicin) i
imunosupresori (npr. ciklosporin). Osim toga opisane su i
miješane poliketidno/peptidne supstancije poput citostati-
ka bleomicina i epotilona. Oni se sintetiziraju pomoæu
sintetaza neribosomski sintetiziranih peptida (NRPS), kao
što je NRPS peptidnog antibiotika penicilina u plijesni Peni-
cillium chrysogenum (slika 2; vidi15). Genske nakupine
NRPS imaju sliènu organizaciju onoj genskih nakupina PKS,
samo što se kao graðevne jedinice upotrebljavaju aminoki-
seline. Kao i u enzima PKS, osnovni moduli enzima NRPS
sadrÞavaju domene za kondenzaciju (C), adenilaciju ami-
nokiselina (A) i male polipeptide nosaèe peptidila (PCP).
Neki moduli enzima NRPS takoðer sadrÞavaju i domene za
izmjenu struktura graðevnih jedinica, to jest domene po-
trebne za formiranje heterociklièkih prstenova (Cy), epi-
merizaciju (Epim) (slika 2), redukciju (R), N-, C- ili O-meti-
laciju (MT) i druge. Na kraju se posljednjeg modula, kao i u
enzima PKS, najèešæe nalazi domena tioesteraza (Te) odgo-
vorna za odvajanje linearnoga peptidnog lanca od enzima i
ciklizaciju. Osim 20 aminokiselina (koje se pojavljuju u sta-
niènim proteinima), u biosintezi neribosomski sintetiziranih
peptida kao graðevne jedinice mogu posluÞiti i brojne dru-
ge izmijenjene aminokiseline (oko 200 razlièitih aminoki-
selina). Prema tome, biosintetski im je potencijal još razno-
vrsniji od poliketid-sintaza.16
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U prirodi su tijekom evolucije veæ upotrijebljena svojstva
kombinatorne biosinteze i sintetizirano je preko 170 000
poznatih prirodnih spojeva (vidi: “Chapman & Hall dictio-
nary of natural products”17). Do danas izolirani prirodni po-
liketidi/peptidi èine, meðutim, samo mali dio kombinator-
nog potencijala koji se moÞe postiæi permutacijama gena
PKS/NRPS. Na primjer, ako se u šest modula PKS eritromici-
na permutira svih sedam acil-transferaza i svih pet domena
koje reduciraju -ugljike, teorijski bi se moglo dobiti 107 po-
liketidnih struktura. Štoviše, cjelokupna bi permutacija istih
domena u PKS rapamicina, koja sadrÞava 14 modula (vidi
sliku 4) dovela do sinteze nevjerojatnog broja od 1014 poli-
ketida.9,18 Zbog toga su znanstvenici u sloÞenim poliketidi-
ma, poput makrolida, zapoèeli s modifikacijom gena u
uvjetima in vitro. Zapoèeli su s inaktivacijom aktivnih mje-
sta u PKS ili dodavanjem aktivnih mjesta iz drugih PKS, radi
sinteze novih makrolida s razlièito reduciranim -ugljicima i
razlièitom stereokemijom. Ne smije se zaboraviti da i tako
male kemijske promjene mogu znaèajno promijeniti biološ-
ku aktivnost. Osim toga, provode se i uklanjanja cijelih mo-
dula multimodularnih gena PKS ili se upotrebljava takozva-
na kemijska biosinteza, radi sinteze novih makrolida s razli-
èitom velièinom ugljikovih kostura.9,19,20 Taj pristup, meðu-
tim, ima i svojih ogranièenja. On zahtijeva vrlo specifièna
znanja i razmjerno mnogo vremena. Do danas je genetiè-
kim manipulacijama u uvjetima in vitro konstruirano svega
dvjestotinjak genskih nakupina koje sintetiziraju potpuno
nove u prirodi nepoznate poliketide.21 Osim toga, mnoge
od tako konstruiranih genskih nakupina ne dovode do sin-
teze poliketida ili je prinos poliketida vrlo mali. Zbog toga je
predloÞena konstrukcija novih poliketidnih genskih nakupi-
na procesom rekombinacije u uvjetima in vivo, to jest ho-
molognom22 rekombinacijom (slika 3) koja nastaje nakon
prirodnog prijenosa genetièkoga materijala konjugacijom ili
transformacijom u bakterija. Vjeruje se æe taj pristup omo-
guæiti rekombinaciju izmeðu sekvencija DNA, koje se i ina-
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S l i k a 1 – Shematski prikaz organizacije gena i proteina multimodularne poliketid-sintaze tipa I odgovorne za biosintezu eritromicina A.
Linearni raspored gena (eryAI, eryAII i eryAIII) i proteina [DEBS1, DEBS2 i DEBS3; koji sadrÞavaju aktivne domene za aciltransferaze (AT),
male polipeptide, nosaèe acila (ACP), b-ketoacil-sintaze (KS), keto-reduktaze (KR), dehidratazu (DH) enoil-reduktazu (ER) i tioesterazu (TE)]
te poliketidnog aglikona 6-deoksieritronolida B (6-dEB) i makrolidnog antibiotika eritromicina A. Osjenèane su domene koje sudjeluju u
redukciji b-ugljika (KR, DH i ER). (Preinaèeno prema citatu9 s dopuštenjem izdavaèa)
F i g. 1 – Schematic representation of genes and proteins of the type I multi-modular polyketide synthase responsible for the bios-
ynthesis of erythromycin A. The linear arrangement of genes (eryAI, eryAII and eryAIII) corresponds to the order of proteins (DEBS1, DEBS2
and DEBS3) in biosynthesis. Domains for acyltransferases (AT), acyl carrier proteins (ACP), b-ketoacyl synthases (KS), ketoreductases (KR),
dehydrase (DH), enoyl reductase (ER) and thioesterase (TE) are shown as well as the polyketide aglycon 6-deoxyerythronolide B (6-dEB) and
the final product, the macrolide antibiotic erythromycin A. Domains that are involved in b-carbon reduction are shadowed. (Modified from
reference9 with permission of the publisher)
èe dogaðaju u prirodi. Tako bi se smanjila moguænost da
nastanu nefunkcionalna neprirodna èvorišta, kao tijekom
rekombinacije u uvjetima in vitro.11
Da bi se pronašle genske nakupine s potencijalno novom
genetikom (tj. s genima za koje u bazama podataka ne posto-
ji homologija) ili kemijom (što sadrÞavaju domene AT/A ko-
je dovode nepoznate graðevne jedinice), potrebno je detalj-
no opisati (anotirati) genske nakupine PKS/NRPS, smještene
u genomima nedovoljno dobro opisanih organizama (npr.
u genomu amebe Dictyostelium discoideum23), kao i gen-
ske nakupine PKS/NRPS u metagenomima mikroorganiza-
ma koji Þive u tlu ili u simbiozi s morskim organizmima.24,25
Raèunalna platforma za oblikovanje
u uvjetima in silico
Uz podršku tvrtke Novalis d. o. o., u tijeku je razvoj generiè-
kih raèunalnih programskih paketa CompGen i ClustScan
(akronimi za “Compound Generator” i “Cluster Scanner”),
napisanih objektno orijentiranim raèunalnim jezikom (po-
put npr. Java26,27). Ti æe programski paketi (koje æe biti dos-
tupni posredstvom tvrtke Novalis d. o. o., Zagreb, Hrvatska)
omoguæiti da se do sada opisani procesi modeliraju u uv-
jetima in silico. Temeljni cilj programskog paketa Comp-
Gen jest strukturiranje baze podataka potpuno novih, u
prirodi nepoznatih, virtualnih kemijskih entiteta, poèevši
od sekvencija DNA poliketidnih/peptidnih genskih nakupi-
na koje se nalaze u javnim bazama poput baze podataka
GenBank.28 U javnim bazama podataka29,30 ima nekoliko
desetaka detaljno opisanih, to jest anotiranih, genskih na-
kupina. Nasuprot tome, programski bi paket ClustScan
trebao pomoæi pri anotaciji sekvenciranih poliketidnih/
peptidnih genskih nakupina èija su funkcija i konaèni ke-
mijski produkt još nepoznati. Takvih sekvenciranih genskih
nakupina u bazi podataka GenBank veæ danas ima nekoli-
ko stotina i njihov broj eksponencijalno se poveæava sa sva-
kim novim sekvenciranim bakterijskim genomom.28
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S l i k a 2 – Shematski prikaz organizacije gena i proteina multimodularne peptid-sintetaze odgovorne za biosintezu preteèe penicilina
(ACV). Prikazan je linearni gen (pcbAB) i protein (AVC sintetaza), koji sadrÞava katalitièki aktivne domene za adenilaciju (A), male polipep-
tide nosaèe peptidila (PCP), kondenzaciju (C) i tioesterazu (Te) te peptidne preteèe ACV i peptidnog antibiotika izopenicilina N. Osjenèana
je domena koja sudjeluje u epimerizaciji graðevne jedinice (Epim)
F i g. 2 – Schematic representation of the gene and protein of the multi-modular peptide synthetase responsible for the biosynthesis of
the penicillin precursor (ACV). Linear arrangement of the gene (pcbAB) and protein (AVC synthetase), that contains catalytic domains for
adenylations (A), peptidile carrier proteins (PCP), condensations (C) and thioesterase (Te) are shown as well as the peptide precursor ACV
and the final product, the peptide antibiotic isopenicillin N. The domain that is involved in the epimerisation of the building block (Epim) is
shadowed
Struktura baze podataka
Upotrebom notacijskog jezika UML (Universal Markup
Language31) u tijeku je izrada, o platformi neovisnih, gene-
rièkih programskih paketa CompGen i ClustScan za auto-
matsko prikupljanje, pohranu i obradu podataka o poliketi-
dima, neribosomskim peptidima i ostalim produktima mo-
dularnih biosintetskih putova iz javno dostupnog izvora
baze podataka GenBank.28 Okosnica programskog paketa
CompGen specifièno je strukturirana baza podataka poli-
ketidnih/peptidnih genskih nakupina izraðena po uzoru na
BioSQL v1.29, koji predstavlja standardni model za prikazi-
vanje bioloških podataka.32 Baza podataka sadrÞava sve po-
datke od sekvencija DNA genskih nakupina PKS/NRPS do
sekvencija DNA i proteina gena, modula, domena i njiho-
vih poveznica. SadrÞava i kemijske strukture poèetnih i pro-
duÞnih graðevnih jedinica u obliku izomerièkih zapisa
SMILES (akronim za “Simplified Molecular Input Line Entry
System”33), dvodimenzionalne (2D) i trodimenzionalne
(3D) strukture poliketidnih lanaca te konaène ciklièke ke-
mijske strukture poliketidnih/peptidnih okosnica, tj. agli-
kona.
Raèunalni program za prikupljanje, anotaciju
i pohranu bioloških podataka
Da bi se ti biološki i kemijski podaci prikupili iz javnih baza
podataka i pohranili u vlastitoj bazi, programski paket
CompGen sadrÞava konsenzus (tj. ‘idealne’) primarne sek-
vencije aminokiselina domena proteina PKS/NRPS u obliku
zapisa FastA.34 Te su primarne sekvencije aminokiselina
modelnih domena pripremljene upotrebom baze podataka
Pfam35 i funkcije ‘hmmemit’ bioinformatièkoga program-
skog paketa HMMER.36 One se upotrebljavaju kao sekven-
cije-upiti za pretraÞivanje baze podataka GenBank bio-
informatièkim programom BLAST.37 BLAST je akronim za
“Basic Local Alignment Search Tool” i upotrebljava se za
brzo pretraÞivanje moguæih lokalnih poravnanja sekven-
cija-upita sa sekvencijama iz javnih baza podataka. Pri stup-
njevanju pogodaka rabi se statistièka analiza za prosudbu
vaÞnosti svakog pogotka koja se izraÞava kao ‘oèekivana vri-
jednost’, to jest vrijednost E (‘expected value’). CompGen
zatim provodi pretragu na web-posluÞitelju Nacionalnog
centra za biotehnološke informacije (NCBI), koji odrÞava
bazu podataka GenBank.28
Izvještaj programa BLAST, oblikovan programskim pake-
tom CompGen, sadrÞava prikaz 100 zapisa baze podataka
GenBank. Identiènost, sliènost ili razlièitost podataka iz-
raÞena je vrijednošæu E i bodovnim stanjem poravnanja
(‘score’). Što je vrijednost E manja, a bodovno stanje porav-
nanja veæe, to je pronaðena sekvencija proteina sliènija
sekvenciji upotrijebljenoj kao sekvencija-upit. Detalji se
svakog zapisa, prije pohranjivanja u vlastitu bazu podataka,
mogu provjeriti u izvornoj javnoj bazi podataka GenBank.
Osim toga, iz samog se izvješæa programa BLAST moÞe uo-
èiti identiènost, sliènost ili razlièitost redoslijeda aminoki-
selina u izabranoj domeni. Ako dobiveni rezultat udovolja-
va, korisnik programskog paketa CompGen sprema ga u
vlastitu bazu podataka pomoæu opcije ‘spremi’. Raèunalni
program pronalazi i sprema zapis iz baze podataka Gen-
Bank, oblikovan programskim paketom CompGen, u obli-
ku zapisa ‘DBsource’.28 Prije nego što ga spremi, korisnik
moÞe još jednom pogledati detalje zapisa na web-posluÞi-
telju Nacionalnog centra za biotehnološke informacije.
Nakon toga slijedi anotacija proteina poliketidnih/peptid-
nih gena i prepoznavanje njegovih modula, domena i po-
veznica. CompGen sadrÞava vlastite proteinske profile do-
mena gena PKS/NRPS pripremljene upotrebom baze poda-
taka Pfam35 i bioinformatièkoga programskog paketa HM-
MER.36 Na temelju vlastitih proteinskih profila domena
PKS/NRPS i programskog paketa HMMER CompGen pre-
poznaje i grafièki prikazuje domene u sekvenciji aminoki-
selina u proteinima. U pozadini toga grafièkog prikaza
nalaze se podaci gdje svaka toèka na zaslonu (piksel) pre-
doèuje jedno slovo koje obiljeÞava svaku pojedinu amino-
kiselinu. Domene su takoðer grafièki prikazane i sadrÞavaju
podatke o poèetku i kraju domene te identiènosti, sliènosti
ili razlièitosti sekvencije aminokiselina sa sekvencijom-upi-
tom u obliku vrijednosti E i bodovnog stanja poravnanja. Ti-
jekom anotacije, korisnik programskog paketa CompGen
moÞe prihvatiti ili odbaciti domenu koju mu predlaÞe raèu-
nalni program. Tako se anotiraju svi geni i njihovi proteinski
produkti svake pojedine PKS/NRPS koja se sprema u vlasti-
tu bazu podataka.
Sljedeæi je stupanj anotacija biosintetskoga puta analizira-
nog poliketida/peptida. U poèetku CompGen, na temelju
podataka pohranjenih u obliku zapisa ‘DBsource’, grafièki
prikazuje redoslijed proteina, modula, domena i poveznica
zapisan u sekvenciji. Nakon toga, pomoæu opcije ‘kreiraj
biosintetski put’, CompGen poreda proteine, module i do-
mene u njihov biosintetski redoslijed.
D. HRANUELI et al.: Oblikovanje prirodnih spojeva in silico, Kem. Ind. 57 (5) 245–256 (2008) 249
S l i k a 3 – PredloÞena strategija za homolognu rekombinaciju
izmeðu dvaju poliketidnih genskih nakupina u vrsta roda Strep-
tomyces. Jedna bi genska nakupina (????) trebala biti klonirana na
linearni plazmidni vektor koji sadrÞava genetièki biljeg za otpornost
prema antibiotiku tiostreptonu (tsr). Druga bi genska nakupina
(????) trebala biti klonirana u blizini kraja linearnog kromosoma koji
sadrÞava genetièki biljeg za otpornost prema antibiotiku eritromici-
nu (ermE). Nova bi poliketidna genska nakupina (????) nastala
jednostrukim premošæenjem izmeðu dviju genskih nakupina. Ona
bi se selekcionirala prijenosom rekombinantnoga plazmida, koji
sadrÞava oba genetièka biljega, u drugu vrstu roda Streptomyces
(Preinaèeno prema citatu11 dopuštenjem izdavaèa.)
F i g. 3 – Suggested strategy to obtain homologous recombi-
nation between polyketide gene-clusters in Streptomyces. One
gene-cluster (????) should be cloned on a linear plasmid with an
adjacent thiostrepton resistance gene (tsr). The other gene-cluster
(????) should be cloned near one end of the linear chromosome
with an adjacent erythromycin resistance gene (ermE). A single
cross over between clusters to generate the novel polyketide gene-
cluster (????) can be selected by transfer of the recombinant plas-
mid carrying both resistance markers to a second Streptomyces
strain (Modified from reference11 with permission of the pub-
lisher.)
Katalitièki je aktivne domene potrebno posebno podrobno
anotirati radi predviðanja njihove aktivnosti/neaktivnosti i
specifiènosti. Programski paket CompGen mora moæi pre-
poznati da li s domene PKS/NRPS sustava, prisutne unutar
genskih nakupina, aktivne ili neaktivne. Naime, iz podrob-
no anotiranih genskih nakupina poliketida i peptida pozna-
to je da se unutar genskih nakupina nalaze i katalitièki
neaktivne domene. To je posebno zapaÞeno u domena
dehidrogenaza (DH).30 Zbog toga programski paket Comp-
Gen mora prvo moæi analizirati i razlikovati sekvencije ami-
nokiselina razlièitih domena po njihovoj duljini, to jest
broju aminokiselina. Nakon toga mora moæi analizirati i
razlikovati sekvencije aminokiselina razlièitih domena s ob-
zirom na prisutnost/odsutnost aminokiselina vaÞnih za kata-
litièko svojstvo na odreðenim pozicijama u njihovu redosli-
jedu. U tu æe svrhu takoðer biti pripremljeni profili pojedinih
domena upotrebom baze podataka Pfam35 i funkcije ‘hm-
memit’ bioinformatièkoga programskog paketa HMMER.36
Predviðanje specifiènosti domena AT/A za supstrate (gra-
ðevne jedinice) koji se ugraðuju u poliketidne/peptidne
lance te specifiènosti domena KR za modifikaciju (stereo-
specifiènost skupina –OH i –CH3) graðevnih jedinica nakon
ugradnje u poliketidni/peptidni lanac, drugi je bitan èim-
benik koji æe programski paket CompGen morati razriješiti.
I u tu æe svrhu biti pripremljeni vlastiti specifièni profili do-
mena AT/A i KR upotrebom baze podataka Pfam35 i podata-
ka iz znanstvene literature38–41 te funkcije ‘hmmbuild’ bio-
informatièkoga programskog paketa HMMER.36 Ti æe profili
pripremljeni odvojeno za C2, C3 i druge poliketidne gra-
ðevne jedinice, a i za razlièite aminokiseline kao graðevne
jedinice neribosomski sintetiziranih peptida, posluÞiti za
poravnanje nepoznatih domena AT/A i KR upotrebom fun-
kcije ‘hmmalign’ bioinformatièkoga programskog paketa
HMMER.36 Programski æe paket CompGen moæi prepozna-
ti kljuène aminokiseline s obzirom na prisutnost/odsutnost
aminokiselina vaÞnih za svojstvo specifiènosti na odreðe-
nim poloÞajima u redoslijedu domena AT/A i KR.38–41
Raèunalni programski paket CompGen sadrÞava i bazu po-
dataka poèetnih i produÞnih graðevnih jedinica u obliku
izomerièkih zapisa SMILES.33 Kada se u znanstvenoj litera-
turi pojavi nova poliketidna/peptidna genska nakupina, to
jest novi biosintetski put poliketida/peptida koji upotreblja-
va do sada nepoznatu graðevnu jedinicu, CompGen pod-
rÞava i program ChemAxon,42 za pripremu novog zapisa
SMILES. Iz do sada navedenih podataka, što se nalaze u
specifièno strukturiranoj bazi podataka, CompGen, po-
èevši od sekvencije DNA genske nakupine, predviða linear-
ni poliketidni/peptidni lanac koji se moÞe prikazati u dvodi-
menzionalnom (2D) ili trodimenzionalnom (3D) obliku.
Specijalizirani raèunalni programi
Sljedeæi vaÞan raèunalni izazov zastupa molekulsko mo-
deliranje procesa ciklizacije linearnih novih nepoznatih po-
liketidnih/peptidnih lanaca u ciklièke strukture. Za to mo-
deliranje upotrebljavamo poznate poliketidne/peptidne
lance i poznate aglikone.30 U postupku molekulskoga mo-
deliranja procesa ciklizacije linearnih poliketidnih lanaca u
prvom je stupnju potrebno generirati sve potencijalne ste-
reoizomere linearnih poliketidnih lanaca. Razlièiti stereo-
izomeri nastaju kao posljedica nedovoljnog poznavanja ste-
reospecifiènosti biosintetskoga puta. Sljedeæi stupanj je pre-
tvorba 2D u 3D kemijsku strukturu.42 Tek nakon toga
slijedit æe opseÞna konformacijska analiza primjenom me-
toda molekulske mehanike i kvantne mehanike. Konfor-
macijska æe analiza biti izraðena primjenom programskoga
paketa Spartan,43 upotrebom metode MonteCarlo. Do sada
se postupak sustavnog pretraÞivanja konformacijskog pros-
tora pokazao neprikladnim s obzirom na utrošeno raèu-
nalno vrijeme (1000 puta veæi utrošak raèunalnog vre-
mena). Potrebno je istaknuti da su se rezultati konfor-
macijske analize, dobiveni primjenom molekulske meha-
nike, pokazali neprikladnim u usporedbi s konformacij-
skom analizom temeljenom na semiempirijskom kvantno-
-kemijskom pristupu AM1.44 Taj pristup, za razliku od mo-
lekulske mehanike, predviða konformere s manjim ener-
gijama, koji su se nakon analize geometrijskih parametara
pokazali kao potencijalni kandidati za reakcije ciklizacije.
Pri tome treba biti svjestan ogranièenja semiempirijskih
postupaka. Zbog toga je prijeko potrebna daljnja analiza
reakcija ciklizacije na kvantno-kemijskoj razini ab initio.45
Tek æe se nakon rezultata dobivenih na razini ab initio pri-
stupiti razvoju modela46 èija æe se svojstva moæi opisati
jednadÞbom: AS  konstanta.47 Ta jednadÞba podsjeæa
na Heisenbergov princip neodreðenosti,48 gdje je S velièina
molekule, dok A ukazuje na toènost raèuna. Ako je vri-
jednost S veæa, manja je toènost i vjerodostojnost rezultata.
U teorijskom pristupu velikih molekulskih sustava nastoji se
pronaæi najbolja aproksimativna metoda koja æe biti naj-
bolji moguæi kompromis izmeðu jednostavnosti i primjenji-
vosti s jedne te kvalitete rezultata s druge strane. Zbog toga
se odabiru metode poklanja velika pozornost. Kao što je to
veæ istaknuto, prikladnost metode provjeravat æe se na nizu
dobro opisanih poliketida/peptida30 za koje, radi uspored-
be, postoje odgovarajuæi eksperimentalni podaci.
Takoðer je u tijeku i modeliranje procesa homologne re-
kombinacije22 izmeðu sekvencija DNA dviju poliketidnih/
peptidnih genskih nakupina. U prirodi proces rekombina-
cije zahtijeva minimalnu duljinu apsolutne identiènosti dvi-
ju sekvencija DNA. Minimalna se duljina apsolutne identiè-
nosti, MEPS (‘Minimal Essential Pairing Sequence’)49 mora
nalaziti u podruèju DNA razmjerno velike sliènosti sek-
vencija. Koordinate identiènosti i sliènosti dviju sekvencija
DNA povezane su s bazom podataka kako bi se mogle
prepoznati domene i poveznice koje sudjeluju u rekombi-
naciji. Specijalizirani raèunalni program koji pronalazi iden-
tiènost i sliènost sekvencija DNA veæ je napisan raèunalnim
jezikom Perl.50 U tijeku je ‘prevoðenje’ toga programa u ra-
èunalni jezik Java,26,27 da bi CompGen mogao grafièki pri-
kazati roditeljske genske nakupine i nove genske nakupine
dobivene rekombinacijom.
Kao primjer prikazani su rezultati programskog paketa
CompGen dobiveni upotrebom modeliranja procesa re-
kombinacije izmeðu genskih nakupina koje sadrÞavaju ge-
netièku uputu za biosintezu poliketidnog antiparazitika
avermektina51 i poliketidnog imunosupresora rapamicina.52
Genska nakupina za biosintezu avermektina sadrÞava èetiri
gena s 12 modula i u poliketidni lanac ugraðuje 13 graðev-
nih jedinica. Nasuprot tome, genska nakupina za biosinte-
zu rapamicina sadrÞava tri gena s 14 modula i u poliketidni
lanac ugraðuje 15 graðevnih jedinica (slika 4).
Specijalizirani raèunalni program za modeliranje procesa
rekombinacije, napisan raèunalnim jezikom Perl,50 pred-
viða 30 moguæih rekombinanata, to jest 30 novih genskih
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nakupina. Jedan od 30 moguæih rekombinanata mogao bi
se dogoditi u podruèju DNA izmeðu gena aveE i aveA3, te
petog i šestog modula (M5 i M6) gena rapB (slika 5). U tom
se podruèju nalazi apsolutno identièna sekvencija DNA
(MEPS) od 54 para nukleotida. Sekvencija se nalazi unutar
poveznice izmeðu gena aveE i aveA3 te poveznice izmeðu
domena ACP5 i KS6 petog i šestog modula (M5 i M6) gena
rapB. Raèunalni program predviða koordinate poèetka i
kraja apsolutno identiène sekvencije DNA (aveE i aveA3:
49545-49598 te ACP5 i KS6 (M5-M6) rapB: 15450-
-15505). Specijalizirani raèunalni program te koordinate
povezuje sa specifièno strukturiranom vlastitom bazom po-
dataka da bi se prepoznali geni, moduli, domene ili po-
veznice koje sudjeluju u rekombinaciji. Taj se rezultat moÞe
i nacrtati (slika 5). Rekombinacijom izmeðu poveznice gena
aveE-aveA3 i poveznice domena ACP5-KS6 gena rapB nas-
taju dvije nove genske nakupine oznaèene kao Rec–1 i
Rec-2. U ovoj fazi razvoja programa, CompGen moÞe
predvidjeti molekulske mase njihovih produkata koje iz-
nose 676,1 i 753,9.
Kada specijalizirani raèunalni program, napisan raèunalnim
jezikom Perl,50 bude ‘preveden’ u raèunalni jezik Java,26,27
CompGen æe proces rekombinacije i grafièki prikazati. Bu-
duænost æe raèunalnih programskih paketa CompGen i
ClustScan biti predviðanje biološke aktivnosti novih prirod-
nih kemijskih entiteta oblikovanih u uvjetima in silico, od-
reðivanjem aktivnosti kemijskih supstancija raèunalnim ala-
tom PASS (akronim za ‘Prediction of Activity Spectra for
Substances’)53 ili upotrebom raèunalom voðenog dizajna li-
jekova, tehnologijom CDD.54
Konkurencija u svijetu
Koliko nam je poznato, u svijetu postoje èetiri moguæa
konkurenta. Kao prvo, tvrtka Ecopia BioSciences Inc.55 raz-
vila je bioinformatièki sustav DecipherIT™ koji automatski
anotira genske nakupine mikroorganizama iz tla. Svrha je
sustava predviðanje kemijske strukture molekula koje sinte-
tiziraju enzimi s odreðenom genetièkom uputom. Drugo,
istraÞivaèi iz Nacionalnog instituta za imunologiju, New
Delhi, Indija, razvili su raèunalni program SEARCHPKS za
anotiranje domena poliketid-sintaza u njihovim sekvencija-
ma proteina. Njihov se raèunalni pristup temelji na iscrpnoj
analizi dobro opisanih modularnih PKS sadrÞanih u bazi
podataka PKSDB. Raèunalnom se programu SEARCHPKS
moÞe pristupiti na web-stranicama http://www.nii.res.in/
searchpks.html.38,56 Treæe, postoji i raèunalni program
NRPSpredictor,39,57 koji predviða specifiènosti domena
adenilacije (domena A), genskih nakupina NRPS, za odabir
graðevnih jedinica tijekom biosinteze neribosomski sinteti-
D. HRANUELI et al.: Oblikovanje prirodnih spojeva in silico, Kem. Ind. 57 (5) 245–256 (2008) 251
S l i k a 4 – Shematski prikaz organizacije gena multimodularnih poliketid sintaza avermektina (avePKS) i rapamicina (rapPKS). Prikazan je
linearni raspored gena avePKS (A1-A2-C-E-A3-A4) i rapPKS (A-B-P-C), modula avePKS i rapPKS (M0-M12 i M0-M14), linearnih poliketidnih
lanaca te aglikona avermektina i rapamicina
F i g. 4 – Schematic representation of genes of the multi-modular avermectin (avePKS) and rapamycin (rapPKS) polyketide synthases.
The linear arrangement of avePKS (A1-A2-C-E-A3-A4) and rapPKS (A-B-P-C) genes, avePKS and rapPKS modules (M0-M12 and M0-M14), li-
near polyketide chains, as well as avermectin and rapamycin aglycones are shown
ziranih peptida. Konaèno, nedavno je objavljen raèunalni
program Biogenerator,58 koji sadrÞava program PASS,59
koji æe na trÞište staviti norveška tvrtka Biosergen AS iz
Trondheima. Taj je raèunalni program slièan sustavu Decip-
herIT™ po tome što takoðer automatski anotira sekvencije
genoma radi predviðanja moguæih poliketidnih produkata
sintetiziranih poliketid-sintazama. Osim toga, taj æe raèu-
nalni program generirati i bazu podataka virtualnih poliketi-
da koja æe se moæi pretraÞivati u uvjetima in silico da bi se
predvidjela biološka aktivnost tih kemijskih supstancija.53
Meðutim, ni jedan od navedenih raèunalnih programa ne
predviða procese homologne rekombinacije izmeðu dviju
poliketidnih/peptidnih genskih nakupina radi predviðanja
novih prirodnih kemijskih entiteta poput generièkoga raèu-
nalnog programskog paketa CompGen.
Zakljuèci i perspektive
Prema tome, do sada je strukturirana specifièna baza poda-
taka poliketidnih/peptidnih genskih nakupina po uzoru na
BioSQL. Izraðen je raèunalni program za prikupljanje,
strukturiranje, anotaciju i grafièko prikazivanje podataka
poliketidnih/peptidnih biosintetskih puteva objektno ori-
jentiranim raèunalnim jezikom poput jezika Java. U tijeku
je modeliranje procesa ciklizacije linearnih poliketidnih la-
naca upotrebom semiempirijskih kvantno-kemijskih meto-
da i modela. Napisan je raèunalni program za modeliranje
procesa homologne rekombinacije raèunalnim jezikom
Perl. U tijeku je prevoðenje napisanog raèunalnog progra-
ma u objektno orijentirani raèunalni jezik Java. Integralni
generièki raèunalni programski paket CompGen posluÞit æe
za oblikovanje baze podataka potpuno novih, u prirodi
nepoznatih, virtualnih kemijskih entiteta na temelju se-
kvencija DNA genskih nakupina koje sadrÞe genetièku upu-
tu za biosintezu poliketida i neribosomalno sintetiziranih
peptida, koje su anotirane pomoæu integralnoga raèunal-
nog programskog paketa ClustScan. Inovativnost program-
skog paketa CompGen sastojat æe se u sposobnosti ra-
èunalnoga programskog paketa da oblikuje nove genske
nakupine (tj. nove biosintetske procese) virtualnom homo-
lognom rekombinacijom. Program predviða kemijske struk-
ture na temelju novih biosintetskih procesa koji se zatim
pohranjuju u bazu podataka radi daljnjeg molekulskog mo-
deliranja. Raèunalni programski paket omoguæit æe i analizu
takozvanom ‘obrnutom genetikom’. Naime, ako se zamisli
poÞeljna kemijska struktura, program moÞe predvidjeti koja
bi genska nakupina PKS/NRPS sintetizirala takvu strukturu
na temelju graðevnih jedinica genskih nakupina u bazi po-
dataka. Buduænost æe raèunalnoga programskog paketa
CompGen biti predviðanje biološke aktivnosti novih, in sili-
co oblikovanih, kemijskih entiteta odreðivanjem aktivnosti
kemijskih supstancija raèunalnim alatom PASS ili upotre-
bom raèunalom voðenog dizajna lijekova, CDD tehnolo-
gijom.
ZAHVALA
Prikazani rezultati su nastali unutar programa TEST – Teh-
nologijski istraÞivaèko-razvojni projekt (TP-05/0058-23) uz
potporu Ministarstva znanosti, obrazovanja i športa Repub-
like Hrvatske.
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S l i k a 5 – Shematski prikaz procesa homologne rekombinacije izmeðu multimodularnih poliketid-sintaza avermektina (avePKS) i rapa-
micina (rapPKS). Rekombinacijom izmeðu poveznice gena aveE-aveA3 i poveznice domena ACP5-KS6 gena rapB nastaju dvije nove genske
nakupine oznaèene kao Rec-1 i Rec-2. Prikazane su i pretpostavljene molekulske mase njihovih produkata
F i g. 5 – Schematic representation of homologous recombination process between the avermectin (avePKS) and rapamycin (rapPKS)
polyketide synthases. The recombination occurs between the aveE-aveA3 docker and ACP5-KS6 linker of the rapB gene producing two
recombinant gene clusters Rec-1 and Rec-2. Predicted molecular masses of their potential products are also shown
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A – domena za adenilaciju aminokiselina (NRPS)
– Adenylation domain (NRPS)
ACP – mali polipeptid nosaè acila (PKS)
– Acyl Carrier Protein (PKS)
ACV – L-alfa-aminoadipil-L-cisteinil-D-valin – preteèa
penicilina
– L-alpha-aminoAdipyl-L-Cysteinyl-D-Valine – penicillin
precursor
AM1 – semiempirijski kvantno kemijski pristup, Austin Model 1
– semiempirical quantum chemical approach, Austin
Model 1
AT – domena acil-transferaze (PKS)
– Acyl-Transferase domain (PKS)
ave – gen èiji proteinski produkt sudjeluje u biosintezi poli-
ketida avermektina
– gene whose protein product is involved in avermectin
biosynthesis
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SUMMARY
In silico Design of ‘Un-Natural’ Natural Products
D. Hranueli,a A. Starèeviæ,a,d J. Ýuèko,b,d J. Diminiæ,a N. Škunca,a V. Ýeljeznak,a
D. Kovaèek,a D. Pavlinušiæ,b J. Šimunkoviæ,b P. F. Long,c and J. Cullumd
Polyketides and non-ribosomal peptides represent a large class of structurally diverse natural pro-
ducts much studied over recent years because the enzymes that synthesise them, the modular
polyketide synthases (PKSs) and the non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs), share striking ar-
chitectural similarities that can be exploited to generate ‘un-natural’ natural products. PKS and
NRPS proteins are multifunctional, composed of a co-linear arrangement of discrete protein do-
mains representing each enzymic activity needed for chain elongation using either carboxylic
acid or amino acid building blocks. Each domain is housed within larger modules which form the
complex. Polyketide and peptide antibiotics, antifungals, antivirals, cytostatics, immunosup-
pressants, antihypertensives, antidiabetics, antimalarials and anticholesterolemics are in clinical
use. Of commercial importance are also polyketide and peptide antiparasitics, coccidiostatics,
animal growth promoters and natural insecticides.
Polyketides are assembled through serial condensations of activated coenzyme-A thioester mo-
nomers derived from simple organic acids such as acetate, propionate and butyrate. The choice
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BLAST – bioinformatièki raèunalni program (akronim za
“Basic Local Alignment Search Tool”)
– bioinformatics computer program (acronim for
“Basic Local Alignment Search Tool”)
C – domena za kondenzaciju (NRPS)
– Condensation domain (NRPS)
CDA – antibiotik ovisan o kalciju
– Calcium Dependent Antibiotic
CDD – raèunalom voðen dizajn lijekova
– Computer-aided Drug Design
Cy – domena za formiranje heterociklièkih prstenova
(NRPS)
– domain for heteroCyclic ring formation (NRPS)
DH – domena dehidrataze (PKS)
– DeHydratase domain (PKS)
DNA – deoksiribonukleinska kiselina
– DeoxyriboNucleic Acid
E – oèekivana vrijednost
– Expected value
Epim – domena za epimerizaciju (NRPS)
– Epimerisation domain (NRPS)
ER – domena enoil-reduktaze (PKS)
– Enoyl Reductase domain (PKS)
KR – domena keto-reduktaze (PKS)
– Keto Reductase domain (PKS)
KS – domena b-ketosintaze (PKS)
– b-KetoacylSynthase domain (PKS)
MEPS – minimalna duljina apsolutne identiènosti u kojoj
dolazi do homologne rekombinacije (akronim za
‘Minimal Essential Pairing Sequence’)
– minimal length of apsolute identity in which the
homologous recombination occurs (acronym for
‘Minimal Essential Pairing Sequence’)
MT – domena za N-, C- ili O-metilaciju (NRPS)
– N-, C- or O-MeThilation domain (NRPS)
NCBI – Nacionalni Centar za Biotehnološke Informacije,
Washington, SAD
– National Center for Biotechnology Informations,
Washington, USA
NRPS – sintetaza neribosomski sintetiziranih peptida
– NonRibosomal Peptide Synthetase
PASS – akronim za ‘Prediction of Activity Spectra for Sub-
stances‘
– acronym for ‘Prediction of Activity Spectra for Sub-
stances‘
PCP – mali polipeptid nosaè peptidila (NRPS)
– Peptidyl Carrier Protein (NRPS)
PKS – poliketid-sintaza
– PolyKetide Synthase
PKS/NRPS – mješovita poliketid-sintaza i sintetaza neribosomski
sintetiziranih peptida
– mixed PolyKetide Synthase/NonRibosomal Pepti-
de Synthetase
R – domena reduktaze (NRPS)
– Reductase domain (NRPS)
rap – gen èiji proteinski produkt sudjeluje u biosintezi
poliketida rapamicina
– gene whose protein product is involved in rapa-
mycin biosynthesis
SMILES – akronim za “Simplified Molecular Input Line Entry
System”
– acronym for “Simplified Molecular Input Line Entry
System”
Te – domena tioesteraze (NRPS)
– ThioEsterase domain (NRPS)
TE – domena tioesteraze (PKS)
– ThioEsterase domain (PKS)
UML – akronim za “Universal Markup Language”
– acronym for “Universal Markup Language”
Simboli
Symbols
A – toènost raèuna (u jednadÞbi AS  konstanta)
– calculation accuracy (in equation AS  constant)
S – velièina molekule (u jednadÞbi AS  konstanta)
– size of molecule (in equation AS  constant)
of organic acid allows the introduction of different chiral centres into the polyketide backbone.
The active sites required for condensation include an acyltransferase (AT), an acyl carrier protein
(ACP) and a b-ketoacylsynthase (KS). Each condensation results in a b-keto group that undergoes
all, some or none of a series of processing steps. Active sites that perform these reactions are
contained within the following domains; ketoreductase (KR), dehydratase (DH) and an enoy-
lreductase (ER). The absence of any b-keto processing results in the incorporation of a ketone gro-
up into the growing polyketide chain, a KR alone gives rise to a hydroxyl moiety, a KR and DH
produce an alkene, while the combination of KR, DH and ER domains lead to complete reducti-
on to an alkane. Most often, the last module contains the thioesterase domain (TE) responsible for
the release of linear polyketide chain from the enzyme and final cyclisation. After assembly, the
polyketide backbone typically undergoes post-PKS modifications such as hydroxylation(s),
methylation(s) and glycosylation(s) to give the final active compound.
Non-ribosomal peptides are assembled by the so-called “multiple carrier thio-template mecha-
nism”. Three domains are necessary for an elongation module: an adenylation (A) domain that se-
lects the substrate amino acid, analogous to a polyketide AT domain, and activates it as an amino
acyl adenylate; a peptidyl carrier protein (PCP) that binds the co-factor 4-phosphopantetheine to
which the activated amino acid is covalently attached, analogous to the ACP of a PKS; and a
condensation (C) domain that catalyzes peptide bond formation, again analogous to the KS in
modular PKSs. The NRPSs also contain a (Te) domain located at the C-terminal of the protein
which is essential for release of linear, cyclic or branched cyclic peptides. Auxiliary activities can
further enlarge the structural diversity of the peptide especially common are epimerization doma-
ins (Epim) that convert the thioester-bound amino acid from an L- to D- configuration.
There has been a lot of interest in the last few years in generating new compounds for the produc-
tion of novel drugs by manipulating the programming of such clusters in vitro (e.g. the idea of
combinatorial biosynthesis). However, an important barrier to the progress is the fact that most
changes made by in vitro methods result in very low yields or no detectable product. A possible
solution to the yield problem would be the generation of novel clusters by homologous recombi-
nation in vivo, because this would favour more closely related sequences and should reduce pro-
blems caused by non-functional incompatible junctions.
The Unified Modeling Language (UML) was used to define the platform independent integral ge-
neric program packages, CompGen and ClustScan, which are under development to model the-
se processes in silico. The heart of CompGen is a specially structured database, based on BioSQL
v1.29, which connects the biosynthetic order of synthase/synthetase enzymes to the sequences of
the component polypeptides. The additional linkage to the gene sequences allows the integration
of DNA sequence with product structure. The database contains sequences of the well-charac-
terised PKS/NRPS clusters, and non-annotated sequenced clusters whose structure and function
is yet unknown, to act as building blocks for the production of novel products. It is easy to add
custom sequences to the database and to annotate them by the use of propriety protein profiles
designed by Pfam database and HMMER. One function of the program is the ability to generate
virtual recombinants between clusters. This can be done using a recombination model (with opti-
onal parameters) to predict sites for homologous recombination or by user defined recombinati-
on sites (e.g. to model in vitro genetic manipulation such as module replacement). The program
predicts the linear polyketide structure of the resulting ‘un-natural’ natural products with a chemi-
cal description using isomeric SMILES. Molecular modelling of the subsequent spontaneous cycli-
sation process produces structures for a virtual compound database for further molecular
modelling studies using PASS and CDD technology. An optional ‘reverse genetics’ module analy-
ses a given chemical structure to see if it could be produced by a novel PKS/NRPS synthesis cluster
and suggests the DNA sequence of a suitable cluster based on building blocks derived from clus-
ters contained in the database.
Overall, the CompGen allows in silico generation of the database of novel ‘un-natural’ natural
chemical compounds that can be used for in silico screening using PASS or CDD technology. The
other integral generic program package, ClustScan, will recognise and annotate new gene clus-
ters from microbial genome sequencing projects or in metagenomes of soil and/or marine micro-
organisms.
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